
















is  limited. The  current  challenge  is  to  find new  sustainable,  effective,  and  simple  carbohydrate 
sources to satisfy these conditions without producing detrimental effects on the gut ecosystem. In 
this research, processed and ready‐to‐eat food products that are no longer suitable for humans were 
tested, which have high potential  as  an  alternative  energy  source  for pig nutrition. The  results 
demonstrated  that  replacing  conventional  ingredients  with  highly  digestible  and  simple 














was  only  slightly  affected,  and  no  differences  between  the  two  groups  in  the  gut microbiota 
composition at the phylum level over time were observed. Thus, although these results should be 
interpreted with  caution,  as  they  are  case‐specific,  FFPs  can  be  potentially  used  as  alternative 
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1. Introduction 
The increasing need to find alternative protein/energy sources has triggered research in the field 
of  non‐conventional  feed  ingredients, with  former  foodstuffs  being  among  the most  promising. 






classified  as  a  “fortified version of  common  cereal  grains”. These  aspects have been  extensively 
























It  is known  that  starch processing  can modulate  the kinetics of  starch digestion  [6] and  the 






growth performance or health status when candy coproducts were used  to  replace up  to 18% of 





30%  inclusion  level. The characteristics of  the carcass and  the quality of ham were also adequate. 
When compared with the standard diet, the diets that were based on pasta had a higher predicted 
glycemic  index  (+28%), and  lower percentages of  slowly digestible  starch  (−65.94%) and  resistant 
starch (−60.73%). These features make these materials suitable for the early nutrition of farm animals, 
for which digestive  physiology,  feed  formulation,  ingredient  selection,  feed manufacturing,  and 
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treatments are essential. In young animals, such as piglets, adapting to dry food is the third phase in 
the  evolution  and  maturation  of  gut  microbiota,  and  it  starts  from  weaning  [10].  Modern  pig 
production involves this important step very early in the piglet’s life, usually at three or four weeks 























for  16  days  in  individual  pens. According  to  a  European Directive  (EC Directive  2008/120/EC), 
environmental enrichment was provided in the form a wooden  log on the floor. The piglets were 






























The QIAamp  Fast DNA  Stool Mini Kit  (QIAGEN, Germantown, USA) was  used  to  extract 
bacterial  DNA  from  stool  samples,  starting  with  200  μg  of  stool  following  the  manufacturers’ 
procedure. The extracted DNA was quantified using Nanodrop ND2000 with a final concentration 
ranging from 3–10 ng/uL. Variable regions V3 and V4 of the 16S rRNA were amplified by PCR with 
universal  primers  for  prokaryotic  (341F/802R: 
CCTACGGGNGGCWGCAG/GACTACHVGGGTATCTAATCC,  respectively).  The  DNA  quality 
assessment  and  the  next  generation  sequencing  (NGS)  of  the  extracted  amplicons  were  both 











quality  control,  and operational  taxonomic unit  (OTU) binning. The  sequences were binned  into 
OTUs  based on  97%  identity  against  the Greengenes  reference database v.  13–8  [17]. Before  the 






time  point were  investigated  through  the  linear  discriminant  analysis  of  the  effect  size  (LEfSe) 
algorithm while using the Galaxy online tool [18]. 




well  as diversity  indexes  (Chao1, OTUs, PD‐whole  tree  and  Shannon  indexes)  between  the  two 
groups of pigs during  the different  sampling  time points while using a GLM procedure  in SPSS 
(SPSS/PC Statistics 24 SPSS Inc., Chicago, USA, 207 IL). 
3. Results 
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D 0  D 8  D 16  p‐Values 1 
CTR  FFPs  CTR  FFPs  CTR  FFPs  T  G  TxG 
Shannonʹs    6.19 ± 0.19 AB  6.39 ± 0.16 AB  6.46 ± 0.04 A  5.96 ± 0.2 B  6.25 ± 0.10 A  5.76 ± 0.13 B  0.57  0.001  0.71 
Chao1  549.71 ± 20.1  556.7 ± 37.8  603.9 ± 16.3  581.2 ± 22.3  609.3 ± 10.8  541.3 ± 22.7  0.67  0.10  0.55 
OTUs  470.6 ± 19.4 ab  489 ± 35.2 ab  529.3 ± 14.2 ab  500.0 ± 25.5 ab  534.1 ± 12.1 a  435.1 ± 19.1 b  0.78  0.03  0.16 
PD‐whole 














Figure  3.  Principal  Component  Analysis  (PCoA)  of  unweighted  UniFrac  beta‐diversity  of  gut 
microbial communities  from stools collected at  the end of  the experimental period. The  first  three 
principal  coordinates  (PC)  from  the  PCoA  are  plotted.  Symbols  represent  data  from  individual 
piglets, color‐coded by the metadata indicated. 





















(OTUs)  found  in all  samples—were comprised of 66 and 69 OTUs  for  the CTR and FFP groups, 
respectively. Figure 6 illustrates the main core microbiota OTUs in CTR and FFPs groups at day 16.   








Firmicutes  significantly  increased  (p < 0.01) between D 8 and D 16  (45.9 ± 2.9% and 65.4 ± 3.5%, 
respectively) in the pigs fed a standard diet. 











piglets at days 0, day 8, and day 16 of  the experiment. The  lower boundary of  the box  is  the 25th 










in  the present  study, both  the bacterial abundance and  its biodiversity, as  indicated by  the OTU 
number and Shannon’s index, respectively, decreased in the post‐weaning piglets that were fed FFPs, 
as compared  to  the CTR group. These results  indicate  that FFPs  impaired  the colonization of gut 
microbiota  during  the  post‐weaning  period,  as  highlighted  by  the  alpha  diversity  analysis. We 
speculate that results are related to the nature of FFPs. The experimental diets used in this trial have 
been  evaluated  for both  in vivo  and  in vitro digestibility  in a parallel  study  [19], where FFP diet 
showed higher values of both in vitro and in vivo digestibility as compared to the conventional diet. 
Here,  it  is  important  to note  that FFPs are obtained by  food  industry  leftover  [4,19], starchy‐food 
originally intended for human consumption. Therefore, it is usually subjected to mechanical and/or 
thermal processing, which  can  strongly  affect  starch digestibility  [4]. However,  starches  that  are 
commonly used  in  the  livestock sector are  fed  largely  in a raw  form  [21]. In addition, our results 
showed  that  the  different  nature  of  FFPs  when  compared  to  untreated  cereals  used  in  feed 
formulation could  result  in a  reduced TDF.  It  is well known  that TDF  is  the main non‐digestible 












ecosystem  to  respond  to  gastrointestinal  perturbations  [23]  and  to  an  increased  probability  of 
pathogen colonization in the gut [24]. Stecher et al., [25] showed that both an ecosystem with a low 
diversity and the abundance of commensal bacteria could reduce the ability of the gut ecosystem to 






while  it was stable  in CTR during  the same period. This result suggested  that  the gut microbiota 
structure of piglets  fed FFPs became more dissimilar and  less stable during  the  last period, when 
compared to the CTR group. These differences could be explained by a different grade of maturation 
in the gut microbiota structure between the two groups. An immature gut microbiota is sensitive to 
environmental  factors and more vulnerable  to be disturbed  [27]. The  speed of maturation of gut 
microbiota can be variable among each individual, especially around the weaning period, where the 
gut  microbiota  structure  of  piglets  became  increasingly  dissimilar.  However,  generally,  the 
succession of piglet gut microbiota continues until  the establishment of a climax community  [27], 
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days of  the experiment, LefSe analysis highlighted an  increased number of bacteria belonging  to 
Proteobacteria phylum and a decreased number of bacteria belonging to the genus Lactobacillus in the 
FFP group, compared to the CTR group. Proteobacteria is the most diverse bacterial phylum in the 
fecal microbiota  and  its members  include  several well‐known  opportunistic  pathogens,  such  as 
Escherichia  coli,  Salmonella,  and  Campylobacter,  which  may  affect  the  health  of  the  host. 
Furthermore,  in other host species, high abundances of Proteobacteria have been associated with 
dysbiosis in the hosts with metabolic or inflammatory disorders [32–34]. The abundance of the genus 







the host  [35] and  they have been  reported as  the most prominent probiotics  from  the  lactic acid 
bacteria  group  [36].  Consequently,  an  increased  amount  of  slowly  fermentable  DF  should  be 
recommended, which can also allow carbohydrate fermentation in the large intestine. In light of these 
considerations,  FFP  has  also  been  addressed  in  different  diets/and  formulations  to  explore  the 
existence of positive associative effects with selected dietary fibre sources (e.g., pectins), which can 
enhance feed efficiency. We characterized a phylogenetic core of gut microbiota, which was made up 





found  in  the  human  gut, providing  beneficial  effects  to  the host  [37]. Other  key  taxa  that were 
observed in both CTR and FFPs are the family S24‐7 belonging to the order Bacteroidales, which is a 
common  component  of  mammalsʹ  gut  microbiota  [38];  the  genus  Roseburia,  belonging  to  the 
Lachnospiraceae family, which is part of the commensal bacteria producing short‐chain fatty acids, 
with positive effects on colonic motility, immunity maintenance, and anti‐inflammatory properties 
[39]; and,  the genus Prevotella, a  fibre‐utilizing bacteria belonging  to Bacteroidetes and associated 
with  high  fibre  diets.  Of  the  OTUs  characterizing  the  core  microbiota  of  FFP  pigs,  the  genus 
Lactobacillus is absent. In our study, we found differences in the abundance and biodiversity in faecal 
gut microbiota of piglets  that were  fed FFPs  and  standard diet  for  16 days,  together with  slight 





biodiversity, and  stability  in  the  large  intestine, as  indicated by alpha and beta diversity  results. 
Moreover,  their use  in post‐weaning diets affected  the  relative abundance of both Proteobacteria 
phylum and the Lactobacillus genus, as compared to piglets that were fed standard diet. Concluding, 
although  these  results should be  interpreted with caution, since  they are case  sensitive,  it can be 
suggested that FFPs can be used as alternative carbohydrate sources in post‐weaning piglets without 
any detrimental effect on pig growth performance, even if further investigations are necessary for 
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